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(57) Abstract: The invention relates to the use of substances which bind to the bacterial elongation factor EF-Tu for cell digestion 
or for the lysis of cells. The invention further relates to a cell digestion system and a cell digestion method. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Verwendung von Substanzen, die an den bakteriellen Elongations faktor EF-Tu 
binden zum Zeltaufschluss bzw. zur Lyse von Zellen. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Zellaufschlusssystem bzw. ein Zellauf- 
schl ussverfahren. 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 2004/005506 




CT7EP2003/007068 



Zellaufschluss von Bakterien 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Substanzen, die an den 
bakteriellen Elongationsfaktor EF-Tu binden zum Zellaufschluss bzw. zur 
Lyse von Zellen. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Zellaufschlusssystem 
bzw. ein Zellaufschlussverfahren. 

Zellen, insbesondere Bakterienzellen, werden haufig eingesetzt, um unter 
Anwendung molekulargenetischer Techniken, beispielsweise durch 
homologe oder heterologe Genexpression und Expression synthetisch 
wirksamer Enzyme, Verbindungen zu produzieren. Bevorzugt werden 
peptidische Verbindungen, Triglyceride, Wachsester und PHAs produziert 
und insbesondere solche Verbindungen, welche in der Biotechnologie, der 
Medizin, auf dem Pharmasektor oder in anderen Bereichen Anwendung 
finden kdnnen. Im Falle der heterologen Genexpression sind die gebildeten 
Verbindungen nicht-naturliche Komponenten der verwendeten Zellen bzw. 
der verwendeten Bakterien. Die Herstelluhg von verschiedensten 
Verbindungen mittels Genexpression ist im Stand der Technik umfangreich 
beschrieben (siehe z.B. Q. Bi et al., Applied Biochemistry & Biotechnology, 
95(1) (2001) 23-30; D. Macmillan et al., Chemistry & Biology, 8(2) (2001) 
133-45; J.E. de Oliveira et al., Journal of Chromatography, A, 852(2) 
(1999) 441-50 und M. Schmidt et al., Journal of Biotechnology, 68(1) 
(1999), 71-83). Auf diese Weise wurde beispielsweise rekombinantes 
humanes Erythropoietin, rekombinates humanes Insulin sowie 
rekombinantes humanes Wachstumshormon hergestellt. 

Die Gewinnung der in den Zellen produzierten Verbindungen, insbesondere 
wenn es sich um intrazellular synthetisierte Substanzen handelt, bedingt in 
der Regel, dass die Zellen bzw. Bakterien lysiert werden mussen. Eine 
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solche Lyse ist immer dann zwingend, wenn die gewunschten 
Verbindungen nicht aus der lebenden Zelle ausgeschleust werden konnen. 
In diesem Fall konnen die gewunschten Verbindungen nur durch Lyse 
freigesetzt und der weiteren Verarbeitung (down-stream processing) 
zugefuhrt werden. 

Um eine Lyse der Zellen zu bewirken, konnen beispielsweise Enzyme, wie 
etwa Lysozym, zugesetzt werden, welche die Zellhulle lysieren, wobei eine 
Lyse durch induzierte Lysozym-Expression nicht erreicht werden konnte. Ist 
die Zellhulle zerstort, kann die Zelle als "aufgeschlossen" gelten (T. R. 
Hopkins, Bioprocess Technology (New York) 12 (1991), 57-83; J.A. 
Asenjo et al., Bioprocess Technology (New York) 9 (1990) 143-75)- Zur 
Lyse konnen auch Verfahren eingesetzt werden, bei denen mechanische 
Scherkrafte zur Zerstorung der Zellen zur Wirkung kommen. Ein Beispiel fur 
ein solches Verfahren ist die Verwendung einer French Press. 

Der Aufschluss von Bakterien in biotechnologischen Produktionsprozessen 
stellt einen erheblichen Kostenfaktor dar. Zudem treten bei den bekannten 
Zellaufschlussverfahren oftmals storende Nebeneffekte auf, wie 
beispielsweise starke Proteolyse oder das uberstarke Vorhandensein von 
Zelltrummern. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, ein verbessertes 
Verfahren fur einen Zellaufschluss bereitzustellen, insbesondere ein 
Verfahren, welches in biotechnologischen Produktionsprozessen vorteilhaft 
eingesetzt werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafc gelost durch die Verwendung von 
Substanzen, die an Bestandteile des Cytoskeletts, insbesondere an EF-Tu 
binden zum Zellaufschluss. 
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Die Entdeckung der Existenz eines bakteriellen Cytoskeletts und die 
Charakterisierung von Bestandteilen davon, insbesondere die 
Charakterisierung des Elongationsfaktors EF-Tu als einem strukturell 
bedeutsamen Protein fur dieses Cytoskelett offnen den Weg fur ein neues 
System fur den Zellaufschluss, insbesondere den Zellaufschluss von 
Bakterien. Damit wird erfindungsgemaBeine Alternative zu konventionellen 
Zellaufschlussverfahren bereitgestellt. Durch Destabilisierung des 
Cytoskeletts kann die Zellhulle zerstort und somit eine Lyse der Zellen 
bewirkt werden. 



ErfindungsgemaG bevorzugt werden zur Destabilisierung des Cytoskeletts 
Substanzen verwendet, die an EF-Tu binden. 



Das bakterielle Protein EF-Tu enthalt die Domanen 1, 2 und 3 (H. Song et 
aL, J. Mol. Biol. 285 (1999) 1245-1256). Die Sequenzen des Proteins EF- 
Tu und seines codierenden Gens sind fur Escherichia coli und eine Reihe 
anderer Eu-Bakterien publiziert und in Datenbanken zuganglich. EF-Tu ist 
ein Protein, welches drei Domanen enthalt. Von den 394 Aminosauren, 
welche EF-Tu (von E.coli) umfasst, gehoren zur Domane 1 die Aminosauren 
8 bis 204, wobei die Aminosauren 172 bis 204 eine Verbindungsstruktur 
zur Domane 2 bilden. Zur Domane 2 gehoren die Aminosauren 205 bis 298 
und zur Domane 3 gehoren die Aminosauren 299 bis 394. 

ErfindungsgemalS wurde uberraschenderweise festgestellt, dass man beim 
bakteriellen Cytoskelett durch Hemmung des Self-Assembly von EF-Tu- 
Fibrillen eine Destabilisierung und in der Folge eine Lyse der Zellen 
erreichen kann. 



EF-Tu ist ein 3-Domanen-Protein, wie in Figur 1 dargestellt. Die 
Protofilamente des Cytoskeletts entstehen in der lebenden Zelle dadurch, 
dass die Domanen 2 und 3 von EF-Tu-Proteinen (Monomer oder integriert 
in ein Protofilament und nur transient frei) mit den Domanen 3 und 2 
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benachbarterEF-Tu-Proteine wechselwirken. Durch Ausbildungspezifischer 
nicht-kovalenter Bindungen, wobei Domane 2 des einen EF-Tu mit Domane 
3 des benachbarten EF-Tu wechselwirkt, wahrend eines self assembly 
Prozesses entstehen auf diese Weise Ketten, sogenannte Protofilamente, 
welche sich zu einem Netzwerk verbinden (vgl. Figur 2). Mit diesem 
Netzwerk konnen weitere Faktoren assoziiert sein, wie z.B. FtsZ, MreB 
oder/und M6I. 

Stabilitat und/oder Auspragung solcher Protofilamente und Netzwerke in 
Bakterienzellen konnen erfindungsgemafc unterbunden werden, wobei als 
Folge der Tod der Bakterienzelle durch Lyse eintritt. 

Eine besonders vorteilhafte Vorgehensweise der Erfindung ist wie folgt. Der 
DNA-Abschnitt des EF-Tu-Gens von Escherichia coli, welcher fur die 
Domane 3 codiert, wird gewonnen und mittels molekulargenetischer 
Techniken in E.coli-Zellen transferiert und exprimiert. Neben diesem 
rekombinanten Abschnitt, welcher ausschliefclich die Domane 3, nicht aber 
die Domanen 1 und 2 von EF-Tu enthalt, verfiigen die Zellen nach wie vor 
uber das native EF-Tu-Gen und konnen es exprimieren. Die zusatzlich 
synthetisierten Domane 3-Polypeptide konkurrieren jedoch mit den nativen 
EF-Tu-Proteinen urn die Bindungsplatze fur die Ausbildung der Protofila- 
mente. Wird ein Domane-3-Polypeptid anstelle eines nativen EF-Tu-Proteins 
als Kettenglied eingebaut, fuhrt dies aufgrund des Fehlens der zweiten 
Bindestelle (die Domane 2 ist fur die Kettenbildung unabdingbar) am 
Domane-3-Polypeptid zum Kettenabbruch. Das Protofilament wachst nicht 
weiter, das cytoskelettale Netzwerk wird geschwacht und kollabiert 
schlieSlich. Als Folge des Verlustes der Integritat des Cytoskelettes verliert 
die cytoplasmatische Membran der Zelle ihre Aufhangung. Die cytoplasma- 
tische Membran ist f wie aus Figur 4 ersichtlich, am Cytoskelett aufge- 
hangt. Dadurch wird die Zellwand, die in der lebenden Bakterienzelle durch 
die cytoplasmatische Membran positioniert und gestutzt wird, zerstort 
(siehe Figur 5). Der Verlust von Zellwand und cytoplasmatischer Membran 



WO 2004/005506 




CT/EP2003/007068 



bedeutet eine Exposition des Zellinhalts, sodass die Zelle lysiert ist (vgl. 
Figuren 5 und 6). Der Zellinhalt kann somit ohne weiteren Zellaufschluss 
gewonnen werden. 



Zellen, welche fur biotechnologische Produktionsprozesse eingesetzt 
werden, wie etwa heterologe Expression, Produktion von Proteinen, 
insbesondere fur biotechnologische oder medizinische Zwecke, konnen 
somit aufgeschlossen werden, indem man in sie vor ihrem Einsatz fur die 
Produktion eine Sequenz einbringt, welche fur die der Zellen-Species 
entsprechende Domane des EF-Tu codiert. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalten die zum Zellaufschluss 
verwendeten Substanzen Anteile, die im Bereich der Aminosauren 218 bis 
224 von Domane 2 und/oder im Bereich der Aminosauren 317 bis 328 
oder/und 343 bis 354 von Domane 3 an EF-Tu binden. Innerhalb der 
Domanen 2 und 3 treten unterschiedliche Sekundarstrukturen auf. Von 
besonderem Interesse sind dabei die Aminosauresequenzen von 317 bis 
328 und von 343 bis 354, welche in Domane 3 liegen und Schleifen 
bilden, die frei in den Raum ragen und Kandidatensequenzen fur eine 
Wechselwirkung mit Aminosauresequenzen sind, welche in einer 
entsprechend positionierten Eindellung an der Peripherie von Domane 2 
liegen, wobei diese Sequenzen von Aminosauren 218 bis 224 reichen. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden intrazellular 
exprimierte peptidische Substanzen eingesetzt, welche auf Oligopeptiden 
basieren, welche an EF-Tu, vorzugsweise im Bereich der Passungsstellen 
der Domanen 2 oder/und 3 binden. Diese Oligopeptide konnen 
Teilabschnitte der Aminosauresequenzen der Domanen 2 oder/und 3 mit 
einer Lange von vorzugsweise 4 bis vorzugsweise 20 Aminosauren, 
besonders bevorzugt 5 bis 1 5 Aminosauren und insbesondere bevorzugt 
mit einer Lange von 6 bis 12 Aminosauren enthalten. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalten die Substanzen 
Teilabschnitte oder den Gesamtbereich der Aminosauresequenzen aus der 
Domane 3 mit einer Lange von mindestens 4 und insbesondere mindestens 
5 Aminosauren und der gleichzeitig keinem Abschnitt der 
Aminosauresequenzen aus der Domane 2 entspricht. 

Neben intrazellular exprimierten peptidischen Verbindungen konnen auch 
intrazellular exprimierte Peptidomimetika vorteilhafterweise eingesetzt 
werden. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Aufschluss 
von Zellen, bei dem man in den Zellen Bestandteile des Cytoskeletts 
destabilisiert. Cytoskelettale Elemente, die verandert werden konnen, um 
eine Schwachung des Cytoskeletts zu bewirken, umfassen beispielsweise 
FtsZ, MReB, Mbl und kontraktile Proteine und insbesondere EF-Tu. 



Besonders bevorzugt werden bei diesem Verfahren Substanzen eingesetzt, 
welche an Bestandteile des Cytoskeletts, insbesondere an EF-Tu binden 
und hierin zuvor erlautert sind. 



Die Erfindung kann besonders vorteilhaft angewendet werden in einem 
Verfahren zur Herstellung einer Verbindung, beispielsweise eines Proteins, 
indem man Zellen verwendet, in welchen dieses Protein, beispielsweise 
durch einen biotechnologischen Produktionsprozess exprimiert wird und 
indem man in diese Zellen zuvor eine Sequenz einbringt, die fur eine 
Substanz codiert, welche Bestandteile des Cytoskeletts der Zellen 
destabilisiert. Die bei einer herkommlichen biotechnologischen 
Prozessfiihrung zur Gewinnung der gebildeten Verbindungen in 
gentechnisch manipulierten Bakterien ublicherweise erforderliche Lyse kann 
hier mit dem hierin beschriebenen Zellaufschluss durchgefuhrt werden. 
Vorteilhaft ist, dass der Zellaufschluss zu einem genau definierten 
Zeitpunkt durchgefuhrt werden kann. Ein Indikator hierftir kann das 
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Erreichen der gewunschten Zelldichte (quorum sensing) sein. Eine Induktion 
der Lyse durch quorum sensing erfolgt dadurch, dass die Zellkultur in ihrem 
Wuchsverhalten kontrolliert wird und bei Feststellung, dass der 
gewunschte Zustand der Zellkultur erreicht ist, das eingebrachte Gen 
exprimiert wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird in die Zellen ein Konstrukt 
eingebracht, welches neben dem Gen fur die destabilisierende Substanz 
weitere codierende Sequenzen enthalt, die es erlauben, den Beginn der 
Synthese der Substanz, beispielsweise des Domane-3-Polypeptids von 
auBen zu induzieren. Auf diese Weise ist es moglich, den Zeitpunkt der 
Zell-Lyse in der Zellkultur von aufcen exakt zu steuern. 

Die Induktion durch einen quorum-gekoppelten oder/und Zellkultur-autarken 
Prozess ist eine weitere geeignete Form zur Einleitung der Zell-Lyse. 

Die Erfindung umfasst weiterhin ein Konstrukt, umfassend eine Sequenz, 
welche fur eine Bestandteile des Cytoskeletts von Zellen destabilisierende 
Substanz codiert. Dieses Konstrukt umfasst bevorzugt weiterhin 
mindestens einen Genabschnitt, welcher die Induktion der Synthese der 
das Cytoskelett destabilisierenden Substanz erlaubt. 

Vorteilhafte Auslegungen des Konstrukts sind in Figur 7 dargestellt. Sobald 
die Induktion erfolgt ist, wird innerhalb einer Zellgeneration durch das 
Zusammenspiel von EF-Tu, Domane-3-Polypeptid, cytoplasmatischer 
Membran und Zellwand die Lyse der Zellen herbeigefuhrt. 

Die Erfindung wird durch die beigefugten Figuren und die nachfolgenden 
Beispiele weiter erlautert. 



In den Figuren zeigt: 
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Fig. 1 



a) EF-Tu (GDP-Form aus E.coli; Ergebnis einer Rontgenstrukturanalyse; 
Abbildung aus der Uteratur entnommen und modifiziert). Die 3 
Domanen des Proteinmolekuls sind markiert. A' und b bezeichnen 
Verbindungssequenzen 

b) Wie a), jedoch andere Form der Darstellung. Die Zahlen markieren 
die Positionen der Aminosaure-Reste; N-Terminus und C-Terminus 
sind angegeben. 

Fig. 2 

a) EF-Tu-Molekul 

b) und c) Prinzip der "Kettenbildung" (Self- Assembly von EF-Tu- 

Monomeren zu Protofilamenten). Die Bindung erfolgt durch Kontakt 
zwischen den Domanen 2 und 3 benachbarter Molekule 

d) Elektronenmikroskopische Abbildung eines solchen Protofilaments, 
isoliert aus dem Bakterium Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum 

e) Netzwerk, bestehend aus Protofilamenten . Elektronenmikroskopische 
Aufnahme eines aus dem Bakterium 77?. Thermosaccharolyticum 
isolierten Netzwerks. Die schwarzen Punkte sind fur 
Markierungszwecke eingesetzte Gold-Marker. 



Es sollen EF-Tu-GFP-His-Fusionsklone generiert werden. Idealer 
Fusionspunkt bei EF-Tu ist der C-Terminus, der zwischen Domane 2 und 3 
hervorragt (Song et al., 1 999). Der gleiche Fusionspunkt kann auch fur ein 
Domane-3-Fusionskonstrukt gewahlt werden. Das Domane-3- 
Fusionskonstrukt kann fur in vivo-Kompetitionsexperimente eingesetzt 
werden. Dabei scheint es sinnvoll, fur chemische Labeling-Alternativen ein 
C-terminales Cystein (das einzige in Domane 3) einzufuhren. 



Fig.3 
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Ausgangspunkt ist genomische DNA eines E.coli-K-12-Stammes. Im 
Hinblick auf mogliche, spatere Experimente in vitro erscheint es sinnvoll, 
alle Konstrukte auch mit His-Tag zu versehen. 

(a1) Einfuhrung eines His-Tag in die BsrGI/EcoRI-Schnittstellen des 
Vektors pEGFP 

(a2) Einfuhrung des EF-Tu-Gens in die Hindlll/Ncol-Schnittstellen des 

Vectors pEGFP(His) 
(a3) Einfuhrung des Domane-3-Genabschnitts in die Hindlll/Ncol- 

Schnittstellen des Vektors pEGFP(His) 
(b1) Basensequenz des Konstruktes pEGFP-EF-Tu-His am Beispiel des 

Klons HE1 (SEQ ID NO:1) 
(b2) Basensequenz des Konstruktes pEGFP-Domane3-His am Beispiel des 

Klons HD1 (SEQ ID NO:2) 

Fig. 4 

"Aufhangung" der cytoplasmatischen Membran (CM) bei dem wandlosen 
Bakterium Mycoplasma pneumoniae. Elektronenmikroskopische 
Aufnahmen. 

a) Unbehandeltes Bakterium. Der Pfeil deutet auf die CM 

b) , c), d) Nach Ablosen der CM (durch ein Detergenz) wird 

erkennbar, dass die CM an Stutzen ("stalks") aufgehangt war, 
welche ihrerseits dem peripheren Teil des Cytoskeletts aufsitzen. 
Wird dieser Teil des Cytoskeletts geschwacht oder zerstort, verlieren 
die "stalks" ihre feste Verankerung und die CM kollabiert. 

Fig. 5 

Versuche mit E.coli. Elektronenmikroskopische Aufnahmen, 
Negativkontrastierung 

a) Intakte Bakterienzellen, enthaltend ihr Chromosom und zusatzlich 
einen Leervektor (Plasmid), welcher in weiterfuhrenden Versuchen 
als Vektor zum Einbringen des Domane-3-Genabschnitts verwendet 
wurde. Diese Zellen stellen also Kontrollen dar. 
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b) Zellen einer jungen Kultur. In diese Zellen war vor Beginn der 
Kultivierung zusatzlich zum eigenen nativen Chromosom (welches ja 
das Gen enthalt, welches intaktes EF-Tu codiert) ein Plasmid 
eingebracht worden, welches in exprimierbarer Form den 
Genabschnitt enthalt, welcher fur Domane-3 von EF-Tu codiert. Der 
Effekt der Expression dieses "truncated" Gens ist deutlich zu sehen: 
Neben einigen intakt erscheinenden Zellen (sie sind bei genauerer 
Analyse als bereits in ihrer Zellhulle geschwacht erkennbar), wird 
das Bild bestimmt durch Zellreste, welche noch die ursprungliche 
Zellform erkennen lassen, jedoch weder Wand noch CM besitzen. 
Wand und CM haben durch die Destabilisierung des Cytoskeletts 
ihre Aufhangung verloren. Der Zellinhalt ist exponiert. Ein solcher 
Zustand wird gemeinhin als "aufgeschlossen" bezeichnet. 

c) Endstadium der Auflosung der Zellen (alte Kultur). Eine ehemalige 
Zellform ist nicht mehr erkennbar; die Zellreste bilden unorganisierte 
Aggregationen 



Fig. 6 

Versuche mit E.coli. Elektronenmikroskopische Aufnahmen 

a) Endstadium der Auflosung der Zellen einer Kultur, in denen Domane 
3 von EF-Tu zusatzlich zum zelleigenen EF-Tu exprimiert wurde; 
Ultradunnschnitt (vgl. Abb. 5 b) und c)) 

b) Kontrolle: Zelle mit Leervektor; die Zelle ist intakt (vgl. Abb. 5 a)) 

c) Kontrolle: In der Zelle wurde zusatzlich zum zelleigenen EF-Tu noch 
per genetic engineering eingebrachtes EF-Tu exprimiert; die Zelle ist 
intakt 

Fig. 7 

Chromosomale Integration eines moglichen Konstrukts der Domane 3 von 
Ef-Tu mit regulierbarem Promotor und Resistenzmarker unter Zuhilfenahme 
der Attachment sites des Phagen Lambda. Promotor und Resistenz konnen 
je nach Bedarf auch in anderen Kombinationen eingesetzt werden. 
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Att 



attachment sites 



Spec R 



P, 



Lad 



UacO-1 



Spektinomycin-Resistenz 
Repressor 

modifizierter Lac-Promotor (nach LUTZ und BUJARD, 1997) 



Als Alternativen zum angegebenen Promotor konnen beispielsweise auch 
die Promotoren ara, T7 oder bdA (quorum sensing) eingesetzt werden. 

Beispiele 
Beispiel 1 

Ablauf von der Klonierung bis zur Expression und Aufreiniqung der 
Konstrukte EF-Tu-His bzw. Domane 3-His (schematisiert): 

1 . Preparation der genomischen DNA von E.coli XL1 -Blue (K1 2-Derivat) 

2. PCR mit den entsprechenden Primern zur Hochverstarkung der 
Volllangenprodukte 

3. Identifizierung und Aufreinigung der PCR-Volllangenprodukte 

4. Restriktionsverdau der PCR-Produkte und des Zielvektors 

5. Ligation der PCR-Produkte in den Zielvektor 

6. Elektroporation der ligierten Plasmid-DNA in den Stamm XLT-Blue 

7. Identifizierung der Klone mit dem richtigen Insert durch 
Restriktionsverdau und Sequenzanalyse 

8. Sicherung der Klone als Kryokulturen 

9. Ausplattierung der Klone auf Selektionsagar (hier: LB/Ampicillin) und 
Anzucht uber Nacht bei 37 °C 

10. Animpfen einer 50 ml LB/Ampicillin-Flussigkultur, Inkubation uber 
Nacht bei 37 °C 

11. Animpfen einer 1 I LB/Ampicillin-Flussigkultur, Inkubation bei 37 °C 
bis zu einer OD600 von ca. 0,5 bis 0,7, Induktion mit IPTG fur 
mindestens 4 h 

12. Zellernte 

13. Homogenisierung durch Druck/Ultraschall 
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1 4. Abzentrifugieren der Zelltrummer 

1 5. Aufreinigung des so geklarten Zelllysats uber IMAC-Saulen 



IPTG Isopropylthiogalaktosid 
5 IMAC Ion Metal Affinity Cromatographie 
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Anspruche 

1 . Verwendung von Substanzen, die an Bestandteile des Cytoskeletts, 
insbesondere an EF-Tu binden, zum Zellaufschluss. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 zum Zellaufschluss von 
Bakterienzellen. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Substanzen im Bereich der Domane 2 (Aminosauren 205 bis 
298) oder/und der Domane 3 (Aminosauren 299 bis 349) an EF-Tu 
binden. 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Substanzen im Bereich der Aminosauren 218 bis 224 von 
Domane 2 oder/und im Bereich der Aminosauren 317 bis 328 
oder/und 343 bis 354 von Domane 3 an EF-Tu binden. 

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Substanzen Teilabschnitte der Aminosauresequenzen aus 
den Domanen 2 oder/und 3 mit einer Lange von mindestens vier 
Aminosauren enthalten. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Teilabschnitte eine Lange von 5 bis 15 Aminosauren, 
insbesondere von 6 bis 12 Aminosauren aufweisen. 
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7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Substanzen die Domane 3 von EF-Tu und keine weitere 
Domane von EF-Tu enthalten. 

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Substanzen ausgewahlt werden aus linearen oder 
cyclischen peptidischen Verbindungen oder Peptidomimetika. 

9. Verfahren zum Aufschluss von Zellen, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man in den Zellen Bestandteile des Cytoskeletts destabilisiert. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man zur Destabilisierung Substanzen einsetzt, welche an 
Bestandteile des Cytoskeletts binden. 

1 1. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass man Substanzen, die an EF-Tu binden einsetzt. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man Substanzen einsetzt, die im Bereich der Domane 2 
(Aminosauren 205 bis 298) oder/und der Domane 3 (Aminosauren 
299 bis 394) an EF-Tu binden, insbesondere im Bereich der 
Aminosauren 218 bis 224 von Domane 2 oder/und im Bereich der 
Aminosauren 317 bis 328 oder/und 343 bis 354 von Domane 3. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 12 oder 13, 
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dadurch 



gekennzeichnet, 



14. 



10 

15. 



15 



16. 

20 



25 

17. 



30 



dass man Substanzen einsetzt, welche Teilabschnitte der 
Aminosauresequenzen aus den Domanen 2 oder/und 3 mit einer 
Lange von mindestens 4 Aminosauren, insbesondere von mindestens 
5 Aminosauren enthalten. 

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Nukleinsauren in die Zellen eingebracht werden, die fur die das 
Cytoskelett destabilisierenden Substanzen codieren. 

Verfahren zur Herstellung einer Verbindung, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man Zellen verwendet, in welche eine Sequenz eingebracht 
worden ist, codierend fur eine Verbindung, welche Bestandteile des 
Cytoskeletts der Zellen destabilisiert, die Zellen kultiviert und so die 
gewunschte intrazellulare Verbindung gewinnt. 

Verfahren nach Anspruch 1 5, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man die gewunschte Verbindung durch Kultivierung der Zellen 
intrazellular produziert und in einem zweiten Schritt eine Lyse der 
Zellen durch Induktion der Expression der das Cytoskelett 
destabilisierenden Verbindung bewirkt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die gewunschte Verbindung durch heterologe Expression 
gebildet wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 6, 
dadurch gekennzeichnet, 



WO 2004/005506 




'CT/EP2003/007068 



dass die gewunschte Verbindung durch homologe Expression 
gebildet wird. 



19. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass die Induktion durch quorum sensing erfolgt. 



20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 6 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die fur eine das Cytoskelett der Zellen destabilisierende 
Verbindung codierende Sequenz in einem Konstrukt in die Zellen 
eingebracht wird, wobei das Konstrukt weitere Regionen enthalt, die 
eine Induktion der Synthese der Verbindung erlauben. 

21. Konstrukt, umfassend eine Sequenz, welche fur eine Bestandteile 
des Cytoskeletts von Zellen destabilisierende Verbindung codiert. 

22. Konstrukt nach Anspruch 21, weiterhin umfassend einen 
Genabschnitt, welcher die Induktion der Synthese der das 
Cytoskelett destabilisierenden Verbindung erlaubt. 
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Figur 1 




(b) 

Domain 1 



Nterminus 




j l 

I I 



Domain 2 



WO 2004/005506 



2/15 



CT/EP2003/007068 



Figur 2 
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Fig. 3 

(al) 

VektorpEGFP (Clontech): 

BsrGI STOP EcoRI 

GAC GAG CTG TAC AAG TAA AGC GGC CGC GAC TCT AGA ATT CCA 
CTG CTC GAC ATG TTC ATT TCG CCG GCG CTG AGA TCT TAA GGT 

BsrGI-Schnittstelle: EcoRI-Schrdttstelle: 

T GTACA G AATTC 

ACATG T CTTAA G 



Synfhetisch hergestelltes Oligonukleotid zur Einklonierung des His-Tags in den Vektor: 

5 ' BsrGI BsrGI EcoRI 3 1 

G TAC AAG CTT CAT CAC CAT CAC CAT CAC TAA CTG TAC AAG TAAG 

TTC GAA GTA GTG GTA GTG GTA GTG ATT GAC ATG TTC ATTCTTAA 
3 ' 5 • 

Tyr^Lys-Leu-His-His-His-His-His-His-STOP- 

Ergebnis: pEGFP(His) 
(a2) 

Vektor pEGFP(His): 



GCC TGC AGG -%- ACC ATG GTG 
CGG ACG TCC -%- TGG TAC CAC 



Pstl-Schnittstelle: 

CTGCA G 
G ACGTC 



Ncol-Schnittstelle: 

C CATGG 
GGTAC C 



Fusionsstellen zum EF-Tu-Gen: 

Start EF-Tu Start EGFP 

5" PstI Hindin Ncol 3' 

ACT AGC TGC AGC ATG TCT AAA -%- CTG GGC AAG CTT ACC ATG GTG 
TGA TCG ACG TCG TAC AGA TTT -%- GAC CCG TTC GAA TGG TAC CAC 
3 • 5 1 

Thr-Ser-Cys-Ser-Met-Ser-Lys Leu-Gly-Lys-Leu- Thr-Met-Val 
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(a3) 

Fusionsstellen zur Domane 3: 



5 1 Pstl 

ACT AGC TGC AGC GCT AAG CCG 
TGA TCG ACG TCG CGA TTC GGC 
3 ' 

Thr- Ser- Cys - Ser- Ala -Lys - Pro 



Cys HindlU Ncol 3 1 
-%- CTG GGC TGC AAG CTT ACC ATG GTG 
GAC CCG ACG TTC GAA TGG TAC CAC 

5 1 

Leu-Gly- Cys-Lys-Leu-Thr-Met - Val 
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SEQUEN Z PROTOKOLL 

<110> Novo Logix GnibH 

<120> Zellauf schluss von Bakterien 

<130> 28099PWO CG 



^^CT7EP2003/007068 



<140> 
<141> 

<150> DE 10229645.6 
<151> 2002-07-02 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 4527 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: 
EF-Tu-GFP-His im Vektor pEGFP 

<400> 1 

agcgcccaat acgcaaaccg cctctccccg cgcgttggcc gattcattaa tgcagctggc 60 
acgacaggtt tcccgactgg aaagcgggca gtgagcgcaa cgcaattaat gtgagttagc 120 
tcactcatta ggcaccccag gctttacact ttatgcttcc ggctcgtatg ttgtgtggaa 180 
ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gccaagcttg 240 
catgcctgca gcatgtctaa agaaaaattt gaacgtacaa aaccgcacgt taacgttggt 300 
actatcggcc acgttgacca cggtaaaact actctgaccg ctgcaatcac caccgtactg 360 
gctaaaacct acggcggtgc tgctcgtgca ttcgaccaga tcgataacgc gccggaagaa 420 
aaagctcgtg gtatcaccat caacacttct cacgttgaat acgacacccc gacccgtcac 4 80 
tacgcacacg tagactgccc ggggcacgcc gactatgtta aaaacatgat caccggtgct 540 
gctcagatgg acggcgcgat cctggtagtt gctgcgactg acggcccgat gccgcagact 600 
cgtgagcaca tcctgctggg tcgtcaggta ggcgttccgt acatcatcgt gttcctgaac 660 
aaatgcgaca tggttgatga cgaagagctg ctggaactgg ttgaaatgga agttcgtgaa 720 
cttctgtctc agtacgactt cccgggcgac gacactccga tcgttcgtgg ttctgctctg 780 
aaagcgctgg aaggcgacgc agagtgggaa gcgaaaatcc tggaactggc tggcttcctg 84 0 
gattcttata ttccggaacc agagcgtgcg attgacaagc cgttcctgct gccgatcgaa 900 
gacgtattct ccatctccgg tcgtggtacc gttgttaccg gtcgtgtaga acgcggtatc 9 60 
atcaaagttg gtgaagaagt tgaaatcgtt ggtatcaaag agactcagaa gtctacctgt 1020 
actggcgttg aaatgttccg caaactgctg gacgaaggcc gtgctggtga gaacgtaggt 1080 
gttctgctgc gtggtatcaa acgtgaagaa atcgaacgtg gtcaggtact ggctaagccg 1140 
ggcaccatca agccgcacac caagttcgaa tctgaagtgt acattctgtc caaagatgaa 1200 



1 
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ggcggccgtc atactccgtt cttcaaaggc taccgtccgc agttctactt ccgtactact 12 60 
gacgtgactg gtaccatcga actgccggaa ggcgtagaga tggtaatgcc gggcgacaac 1320 
atcaaaatgg ttgttaccct gatccacccg atcgcgatgg acgacggtct gcgtttcgca 1380 
atccgtgaag gcggccgtac cgttggcgcg ggcgttgtag ctaaagttct gggcaagctt 1440 
accatggtga gcaagggcga ggagctgttc accggggtgg tgcccatcct ggtcgagctg 1500 
gacggcgacg taaacggcca caagttcagc gtgtccggcg agggcgaggg cgatgccacc 1560 
tacggcaagc tgaccctgaa gttcatctgc accaccggca agctgcccgt gccctggccc 1620 
accctcgtga ccaccctgac ctacggcgtg cagtgcttca gccgctaccc cgaccacatg 1680 
aagcagcacg acttcttcaa gtccgccatg cccgaaggct acgtccagga gcgcaccatc 1740 
ttcttcaagg acgacggcaa ctacaagacc cgcgccgagg tgaagttcga gggcgacacc 1800 
ctggtgaacc gcatcgagct gaagggcatc gacttcaagg aggacggcaa catcctgggg 18 60 
cacaagctgg agtacaacta caacagccac aacgtctata tcatggccga caagcagaag 1920 
aacggcatca aggtgaactt caagatccgc cacaacatcg aggacggcag cgtgcagctc 1980 
gccgaccact accagcagaa cacccccatc ggcgacggcc ccgtgctgct gcccgacaac 2040 
cactacctga gcacccagtc cgccctgagc aaagacccca acgagaagcg cgatcacatg 2100 
gtcctgctgg agttcgtgac cgccgccggg atcactctcg gcatggacga gctgtacaag 2160 
cttcatcacc atcaccatca ctaactgtac aagtaagaat cccaactgag cgccggtcgc 2220 
taccattacc aacttgtctg gtgtcaaaaa taataggcct actagtcggc cgtacgggcc 2280 
ctttcgtctc gcgcgtttcg gtgatgacgg tgaaaacctc tgacacatgc agctcccgga 2340 
gacggtcaca gcttgtctgt aagcggatgc cgggagcaga caagcccgtc agggcgcgtc 24 00 
agcgggtgtt ggcgggtgtc ggggctggct taactatgcg gcatcagagc agattgtact 24 60 
gagagtgcac catatgcggt gtgaaatacc gcacagatgc gtaaggagaa aataccgcat 2520 
caggcggcct taagggcctc gtgatacgcc tatttttata ggttaatgtc atgataataa 2580 
tggtttctta gacgtcaggt ggcacttttc ggggaaatgt gcgcggaacc cctatttgtt 2 640 
tatttttcta aatacattca aatatgtatc cgctcatgag acaataaccc tgataaatgc 2700 
ttcaataata ttgaaaaagg aagagtatga gtattcaaca tttccgtgtc gcccttattc 27 60 
ccttttttgc ggcattttgc cttcctgttt ttgctcaccc agaaacgctg gtgaaagtaa 2820 
aagatgctga agatcagttg ggtgcacgag tgggttacat cgaactggat ctcaacagcg 2880 
gtaagatcct tgagagtttt cgccccgaag aacgttttcc aatgatgagc acttttaaag 2 94 0 
ttctgctatg tggcgcggta ttatcccgta ttgacgccgg gcaagagcaa ctcggtcgcc 3000 
gcatacacta ttctcagaat gacttggttg agtactcacc agtcacagaa aagcatctta 3060 
cggatggcat gacagtaaga gaattatgca gtgctgccat aaccatgagt gataacactg 3120 
cggccaactt acttctgaca acgatcggag gaccgaagga gctaaccgct tttttgcaca 3180 
acatggggga tcatgtaact cgccttgatc gttgggaacc ggagctgaat gaagccatac 3240 
caaacgacga gcgtgacacc acgatgcctg tagcaatggc aacaacgttg cgcaaactat 3300 
taactggcga actacttact ctagcttccc ggcaacaatt aatagactgg atggaggcgg 3360 
ataaagttgc aggaccactt ctgcgctcgg cccttccggc tggctggttt attgctgata 3420 
aatctggagc cggtgagcgt gggtctcgcg gtatcattgc agcactgggg ccagatggta 3480 
agccctcccg tatcgtagtt atctacacga cggggagtca ggcaactatg gatgaacgaa 3540 
atagacagat cgctgagata ggtgcctcac tgattaagca ttggtaactg tcagaccaag 3600 
tttactcata tatactttag attgatttaa aacttcattt ttaatttaaa aggatctagg 3660 
tgaagatcct ttttgataat ctcatgacca aaatccctta acgtgagttt tcgttccact 3720 
gagcgtcaga ccccgtagaa aagatcaaag gatcttcttg agatcctttt tttctgcgcg 3780 
taatctgctg cttgcaaaca aaaaaaccac cgctaccagc ggtggtttgt ttgccggatc 384 0 
aagagctacc aactcttttt ccgaaggtaa ctggcttcag cagagcgcag ataccaaata 3900 
ctgtccttct agtgtagccg tagttaggcc accacttcaa gaactctgta gcaccgccta 3960 
catacctcgc tctgctaatc ctgttaccag tggctgctgc cagtggcgat aagtcgtgtc 4 020 
ttaccgggtt ggactcaaga cgatagttac cggataaggc gcagcggtcg ggctgaacgg 4 080 
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ggggttcgtg cacacagccc agcttggagc gaacgaccta caccgaactg agatacctac 4140 
agcgtgagct atgagaaagc gccacgcttc ccgaagggag aaaggcggac aggtatccgg 4200 
taagcggcag ggtcggaaca ggagagcgca cgagggagct tccaggggga aacgcctggt 4260 
atctttatag tcctgtcggg tttcgccacc tctgacttga gcgtcgattt ttgtgatgct 4 320 
cgtcaggggg gcggagccta tggaaaaacg ccagcaacgc ggccttttta cggttcctgg 4380 
ccttttgctg gccttttgct cacatgttct ttcctgcgtt atcccctgat tctgtggata 4440 
accgtattac cgcctttgag tgagctgata ccgctcgccg cagccgaacg accgagcgca 4500 
gcgagtcagt gagcgaggaa gcggaag 4527 
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agcgcccaat acgcaaaccg cctctccccg 
acgacaggtt tcccgactgg aaagcgggca 
tcactcatta ggcaccccag gctttacact 
ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa 
catgcctgca gcgctaagcc gggcaccatc 
tacattctgt ccaaagatga aggcggccgt 
cagttctact tccgtactac tgacgtgact 
atggtaatgc cgggcgacaa catcaaaatg 
gacgacggtc tgcgtttcgc aatccgtgaa 
gctaaagttc tgggctgcaa gcttaccatg 
gtggtgccca tcctggtcga gctggacggc 
ggcgagggcg agggcgatgc cacctacggc 
ggcaagctgc ccgtgccctg gcccaccctc 
ttcagccgct accccgacca catgaagcag 
ggctacgtcc aggagcgcac catcttcttc 
gaggtgaagt tcgagggcga caccctggtg 
aaggaggacg gcaacatcct ggggcacaag 
tatatcatgg ccgacaagca gaagaacggc 
atcgaggacg gcagcgtgca gctcgccgac 
ggccccgtgc tgctgcccga caaccactac 
cccaacgaga agcgcgatca catggtcctg 
ctcggcatgg acgagctgta caagcttcat 
gaatcccaac tgagcgccgg tcgctaccat 
gcctactagt cggccgtacg ggccctttcg 
cctctgacac atgcagctcc cggagacggt 
cagacaagcc cgtcagggcg cgtcagcggg 
tgcggcatca gagcagattg tactgagagt 
atgcgtaagg agaaaatacc gcatcaggcg 



cgcgttggcc gattcattaa tgcagctggc 60 
gtgagcgcaa cgcaattaat gtgagttagc 120 
ttatgcttcc ggctcgtatg ttgtgtggaa 180 
acagctatga ccatgattac gccaagcttg 240 
aagccgcaca ccaagttcga atctgaagtg 300 
catactccgt tcttcaaagg ctaccgtccg 360 
ggtaccatcg aactgccgga aggcgtagag 420 
gttgttaccc tgatccaccc gatcgcgatg 480 
ggcggccgta ccgttggcgc gggcgttgta 54 0 
gtgagcaagg gcgaggagct gttcaccggg 600 
gacgtaaacg gccacaagtt cagcgtgtcc 660 
aagctgaccc tgaagttcat ctgcaccacc 720 
gtgaccaccc tgacctacgg cgtgcagtgc 780 
cacgacttct tcaagtccgc catgcccgaa 840 
aaggacgacg gcaactacaa gacccgcgcc 900 
aaccgcatcg agctgaaggg catcgacttc 960 
ctggagtaca actacaacag ccacaacgtc 1020 
atcaaggtga acttcaagat ccgccacaac 1080 
cactaccagc agaacacccc catcggcgac 1140 
ctgagcaccc agtccgccct gagcaaagac 1200 
ctggagttcg tgaccgccgc cgggatcact 1260 
caccatcacc atcactaact gtacaagtaa 1320 
taccaacttg tctggtgtca aaaataatag 1380 
tctcgcgcgt ttcggtgatg acggtgaaaa 14 4 0 
cacagcttgt ctgtaagcgg atgccgggag 1500 
tgttggcggg tgtcggggct ggcttaacta 1560 
gcaccatatg cggtgtgaaa taccgcacag 1620 
gccttaaggg cctcgtgata cgcctatttt 1680 
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tataggttaa tgtcatgata ataatggttt cttagacgtc aggtggcact tttcggggaa 1740 
atgtgcgcgg aacccctatt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg tatccgctca 1800 
tgagacaata accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt atgagtattc 18 60 
aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct gtttttgctc 1920 
acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca cgagtgggtt 1980 
acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc gaagaacgtt 204 0 
ttccaatgat gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc cgtattgacg 2100 
ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg gttgagtact 2160 
caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta tgcagtgctg 2220 
ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc ggaggaccga 2280 
aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt gatcgttggg 2340 
aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg cctgtagcaa 2400 
tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct tcccggcaac 2460 
aattaataga ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc tcggcccttc 2520 
cggctggctg gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct cgcggtatca 2580 
ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac acgacgggga 2640 
gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc tcactgatta 2700 
agcattggta actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat ttaaaacttc 27 60 
atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg accaaaatcc 2820 
cttaacgtga gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc aaaggatctt 2880 
cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa ccaccgctac 2940 
cagcggtggt ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag gtaactggct 3000 
tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta ggccaccact 3060 
tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta ccagtggctg 3120 
ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag ttaccggata 3180 
aggcgcagcg gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg gagcgaacga 324 0 
cctacaccga actgagatac ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg cttcccgaag 3300 
ggagaaaggc ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag cgcacgaggg 3360 
agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc cacctctgac 3420 
ttgagcgtcg atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa aacgccagca 3480 
acgcggcctt tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg ttctttcctg 3540 
cgttatcccc tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct gataccgctc 3600 
gccgcagccg aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa g 3651 
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